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RESUMO

Devido ao elevado potencial ornamental e beleza exuberante, as orquideas possuem
grande interesse econdmico e ecoldgico, sendo a familia das Orchidaceae uma das dez
familias botanicas com maior importdncia de conservacdo no Brasil. Devido a
dificuldade de germinacdo na natureza a propagacdo massal por cultura de tecidos é
uma técnica que viabiliza a sua comercializacdo, evitando a extracdo da espécie de
ambientes naturais, consequentemente precavendo a sua extingdo. Nas orquideas essa
propagacdo pode ser realizada através dos protocormos, 0s quais a partir da
embriogénese somética desenvolverdo novos individuos. O objetivo do trabalho serd
estabelecer protocolo de micropropagacdo em larga escala através da inducdo de
estruturas semelhantes a protocormos (ESPs) via tTCL, e estabelecer estratégias de
conservagao in vitro de Brassia chloroleuca Barb.Rodr, avaliar o efeito de diferentes
meios de cultura e concentracGes de sacarose na germinacgdo e crescimento inicial in
vitro de Brassia chloroleuca, induzir a formacdo de estruturas semelhantes a
protocormos (ESPs) com diferentes reguladores de crescimento a partir da técnica tTCL
de folhas e protocormos de Brassia chloroleuca e regenerar plantulas a partir de ESPs,
enraizar e aclimatizar as plantas micropropagadas. Os estudos com micropropagacao de
B. chloroleuca apresentardo um protocolo regenerativo para os estudos incipientes de
propagacdo massal e para possivel uso em biofabricas, ja que esta espécie ja € utilizada
como planta ornamental no sudeste brasileiro, e esses estudos também forneceréo
subsidios para a conservacdo in vitro de Orchidaceae da Amazonia.

Palavras-chave: micropropagacdo, estruturas semelhantes a protocormos, Brassia

chloroleuca Barb.Rodr., Orchidaceae, Amazonia.
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1. INTRODUCAO

Nas florestas tropicais, a diversidade de epifitas compreende aproximadamente um
terco das plantas vasculares, as quais s@o representadas principalmente por Orchidaceae
e Bromeliaceae (BENZING, 1990). De acordo com Martinelli & Moraes (2013), a
familia Orchidaceae compreende uma das dez familias botanicas com interesse para a
conservagdo no Brasil. Em razéo da elevada beleza e exuberancia de suas flores, as
orquideas destacam-se como importante planta ornamental e medicinal, de grande
interesse econdmico, ecolégico e para manutencdo dos ecossistemas naturais
(GALDIANO JUNIOR et al., 2012).

O Brasil possui uma das maiores floras de orquidaceas do mundo, das quais muitas
sdo epifitas e endémicas, representadas por 240 géneros e 2.443 espécies das quais
1.634 sdo endémicas (BARROS et al., 2013). Na Amazonia brasileira existe uma
quantidade de espécies de orquideas expressiva, sendo registradas um total de 378
espécies por Silva et al. (1995). As espécies da familia Orchidaceae estdo listadas no
Apéndice 11 da CITES (“Convention on International Trade in Endangered Species of

Wild Fauna and Flora™) que inclui espécies em que o comércio deve ser controlado.

O cultivo e comércio de orquideas no mundo e no Brasil, tem sido baseados no
extrativismo predatorio que, aliado a continua urbanizacdo e ao aumento das fronteiras
agricolas, contribuiram para que diversas espécies entrassem em um iminente perigo de
extincdo (GALDIANO JUNIOR et al., 2013).

Brassia chloroleuca Barb. Rodr. é uma espécies epifitica de orquidea nativa da
Amazonia, com comercializacdo no sudeste do Brasil. Apresenta flores brancas, com
folhas alongadas com até 20 cm de comprimento (FLORA BRASILIENSIS, 1982).

Na natureza, as sementes de orquideas necessitam de uma associacdo simbidtica
com fungos para iniciar a germinacdo e formacao dos protocormos (CHUGH et al.,
2009). Em condicGes in vitro, a germinacdo assimbidtica iniciou-se com a formulacédo
dos meios de cultura de Knudson B e C (KNUDSON, 1946). Nas duas Ultimas décadas,
as técnicas de cultivo in vitro tém sido utilizadas para a propagacéo de orquideas, para o
estudo de aspectos fisioldgicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento e como
método de conservacdo ex-situ para reducdo do risco de extingdo (FERREIRA &
SUZUKI, 2008).



Dentre os reguladores de crescimento vegetal utilizados como indutores, as
citocininas 6-benziadenina (BA) e o thidiazuron (TDZ) ativam 0s processos de
regeneracdo in vitro em orquideas (WU et al., 2012). Para a inducdo das estruturas
semelhantes a protocormos diversos explantes tem sido empregados, tais como folhas
(WU et al., 2012), gemas apicais (MONDAL et al., 2013), e os proprios ESPs (NAING
etal, 2011; LIAO et al., 2011).

A técnica conhecida como “thin cell layer (TCL)” na inducdo de ESPs foi
originalmente descrita por Tran Than Van (1973), consistindo no seccionamento fino (1
a 2 mm) de diversos 6rgaos ou estruturas vegetais como folhas, raizes, gemas apicais e
axilares, embrides e protocormos de modo longitudinal (ITCL) ou transversal (tTCL)
em meio de cultura (TEIXEIRA DA SILVA, 2013). O uso de TCL possibilita a
exposicdo de maior superficie de contato de diversos tecidos ou células de um tecido
com 0 meio de cultura indutor, propiciando uma maior taxa proliferativa (TEIXEIRA
DA SILVA, 2013). Estudos de micropropagacdo atraves da inducdo de estruturas
semelhantes a protocormos e conservagdo in vitro das espécies Brassia chloroleuca

Barb. Rodr. ndo existem.

Em orquideas as estruturas semelhantes a protocormos induzidas podem ser
utilizadas como explantes para a conservagdo in vitro por sementes sintéticas
(TEIXEIRA DA SILVA, 2012), criopreservacao (TEIXEIRA DA SILVA, 2013), ou
por crescimento minimo em temperaturas baixas (TEIXEIRA DA SILVA, 2014). A
criopreservacdo consiste no armazenamento de tecidos em nitrogénio liquido (-196°C) e
é considerada a melhor estratégia para conservacdo em longo prazo, sendo os ESPs nas
orquideas a estrutura alvo para os estudos (ZAINUDDIN et al., 2011). Os estudos de
conservacao in vitro de sementes de orquideas utilizam com grande sucesso a estratégia
de vitrificacdo e desidratacdo para a criopreservacao em nitrogénio liquido (WU et al.,
2013).

Nesse contexto, os estudos de micropropagacdo e conservacao in vitro de
orquideas endémicas da Amazonia como a Brassia chloroleuca fornecera protocolos
para a propagacdo em larga escala, reduzindo a exploracdo em &reas naturais, bem

como, protocolos para a conservacao in vitro desse recurso genético vegetal.



2. JUSTIFICATIVA

Fornecer subsidios para a conservacao in vitro de uma espécie nativa, evitando a
extracdo da espécie de ambientes naturais. Possibilitar a propagacdo em larga escala
através da rota de embriogénese somatica da orquidea, bem como, fornecer um

protocolo para possivel uso em biofabricas.
3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Micropropagacéo

No Brasil, a micropropagagdo tem sido utilizada ha pelo menos 25 anos, com o

objetivo de aumentar a producdo de mudas, com preco reduzido e preservando espécies
de extincdo (STANCATO; BEMELMANS; VEGRO, 2001).
Micropropagacéo séo técnicas de propagacao de plantas in vitro, incluindo a cultura de
apices caulinares e segmentos nodais, embriogénese somatica e formacdo de gemas
adventicias em explantes, segundo o Glossario de Biotecnologia Vegetal (TORRES et
al., 2000). Estas técnicas viabilizam a clonagem de diversas espécies, resultando na
formacdo de individuos geneticamente idénticos a partir de pequenos fragmentos de
uma planta matriz.

Entre alguns fatores que determinam o éxito da cultura de tecidos vegetais estdo a
origem do explante e 0 meio nutritivo onde sdo cultivados. Existem varios meios de
cultura que estdo sendo utilizados, em geral € composto de macro e micronutrientes,
sais minerais, reguladores de crescimento, vitaminas e outros suplementos organicos
(VENTURA et al., 2002).Sendo 0 MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e Knudson C
(KNUDSON, 1946) os mais utilizados. Técnicas de cultura de tecidos auxiliam na
preservacdo das espécies, tendo como principais vantagens o manuseio de grande
namero de individuos em espaco reduzido e sob condicGes assépticas. O cultivo in vitro
¢ uma ferramenta importante para a obtencdo de plantas livres de pragas e doengas,
proporcionando a producdo de um numero significativo de novas mudas uniformes
(FIGUEIREDO et al., 2007).

3.2. Micropropagacao de orquideas
Espécie de grande diversidade biologica, as orquideas possuem grande
importancia econdmica, mas apresentam dificuldade de propagacdo na natureza. Coletas

predatorias e destruicdo do habitat natural sdo alguns motivos que as ameacam de



extincdo, sendo as técnicas de cultivo in vitro a melhor maneira de preservar a espécie,
além de possibilitar a rapida producdo de mudas. Em seu habitat de ocorréncia natural,
as sementes de orquidea apresentam grande dificuldade para germinar. Essa dificuldade
refere-se ao fato de que as sementes ndo possuem reservas nutritivas e com isso
necessitam de associacdo com fungos micorrizicos. Outro fator importante é o
crescimento lento das sementes de orquidea, por isso, quase sempre sdo germinadas in
vitro (DRESSLER, 1981).

As técnicas de cultivo in vitro para a producao de orquideas a partir de sementes €
uma alternativa viavel para a obtencdo de um grande niumero de plantas em curto espago
de tempo, produzindo plantas de espécies nativas para programas de reintroducdo em
areas de preservacao ambiental evitando a extingdo da espécie, visando o abastecimento
do mercado e suprindo a necessidade dos produtores de orquideas em adquirir mudas
com qualidade comprovada (ARAUJO et al.,2009).

3.3. Estruturas Semelhantes a Protocormos

Os estudos de cultivo in vitro de orquideas iniciaram com as gemas e segmentos
nodais como fontes de explantes (ARDITTI, 2008). Porém, obteve-se a propagacéo
massal a partir do uso de explantes para a formacdo das estruturas semelhantes a
protocormos (ESPSs), originalmente iniciado por Morel (1960) nos estudos do cultivo de
apices caulinares de Cymbidium, revolucionando a industrializacdo nas biofabricas de
orquideas (CHUGH, 2009). A germinacdo de orquidea inicia com a dilatacdo da
semente seguida pelo rompimento do tegumento e posteriormente com a liberacdo do
embrido, que se desenvolve em uma estrutura tuberiforme, clorofilada e denominada
protocormo (ARDITTI e ERNEST, 1993). Varios explantes tem sido empregados na
inducdo das estruturas semelhantes a protocormos, entre elas as folhas (WU et al.,
2012), gemas apicais (MONDAL et al., 2013), e os proprios ESPs (NAING et al., 2011;
LIAO et al., 2011).

3.4 . Técnica Thin Cell Layer
As orquideas eram espécies consideradas plantas de dificil propagacdo in vitro, mas

com o surgimento da tecnologia “thin cell layer” (TCL) se tornou possivel a propagagao
clonal massal (TEIXEIRA DA SILVA, 2012). O sistema TCL é composto de explantes
de tamanho pequeno que sdo seccionados longitudinalmente (TCLI) (0,5 a 1 mm de

largura e 5-10 mm de comprimento) ou transversalmente (TCLt) (0,1-5 mm) de



diferentes Orgdos vegetais (caules, cotilédones, embribes, folhas ou 6rgdo florais)
(CHUGH, 2009). A TCL na inducdo de ESPs foi descrita por Tran Than Van (1973), e
essa técnica vem sendo utilizada com sucesso na regeneracdo de varias espécies de
orquideas (MURTHY e PYATI, 2001; PARK et al., 2002; CHUGH et al.,2009).

4. HIPOTESE

Na orquidea Brassia chloroleuca, os protocormos (estrutura formada logo apds a
germinacdo da semente) e as folhas apresentam células e tecidos responsivos aos
reguladores de crescimento vegetal formando novos individuos a partir da embriogénese

somatica (estrutura semelhante a protocormos).

5. OBJETIVOS
5.1.Geral

Estabelecer protocolo de micropropagacdo em larga escala através da inducdo de
estruturas semelhantes a protocormos via tTCL, e estabelecer estratégias de conservacao

in vitro de Brassia chloroleuca Barb.Rodr.

5.2.Especifico

e Avaliar o efeito de diferentes meios de cultura e concentragcdes de sacarose na
germinacdo e crescimento inicial in vitro de Brassia chloroleuca;

e Induzir a formacdo de estruturas semelhantes a protocormos (ESPS) com
diferentes reguladores de crescimento a partir da técnica tTCL de folhas e
protocormos de Brassia chloroleuca

e Regenerar plantulas a partir de ESPs, enraizar e aclimatizar as plantas

micropropagadas.

6. METODOLOGIA

6.1 Material Vegetal
As coletas de cépsulas contendo sementes maduras de Brassia chloroleuca Barb.
Rodr. (Orchidaceae) serdo realizadas na Reserva Estadual Chico Mendes, localizadas no

Estado do Acre. As sementes coletadas serdo transportadas em frascos térmicos até o



Laboratério de Biotecnologia e Genética da Universidade Federal de Santa Catarina,
Campus de Curitibanos.
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Figuras 1-2. Plantas adultas de Brassia chloroleuca Barb. Rodr. (Orchidaceae), coletadas na Reserva
Extrativista Chico Mendes (2).

6.2 Germinacao e Crescimento Inicial in vitro

As sementes de Brassia chloroleuca Barb.Rodr. serdo desinfetadas através da
imersdo em solucgéo de alcool etilico a 70% por 2 minutos, seguida de lavagem em agua
destilada esterilizada, e posterior imersdao em solucdo comercial de hipoclorito de sodio
(2,0-2,5%) por 15 minutos, e trilavagem em agua destilada esterilizada.

Em seqguida, as sementes serdo inoculadas em frascos de vidro transparente (268
mL) com 30 mL de meio de cultura em diferentes composicGes salinas para a
germinacdo e crescimento inicial in vitro. Os meios de cultura utilizados serdo o MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), Knudson C (KNUDSON, 1946), acrescidos de 20,
30 e 40 g.L-1 de sacarose e 2,5 g.L-1 de Phytagel®. Os meios de cultura terdo o pH
ajustado para 5,8 antes da esterilizacdo em autoclave. A avaliacdo serd feita pela
porcentagem de germinacdo apos 30 dias de inoculacdo. Os experimentos serdo
organizados em esquema fatorial 2 x 3 (tipo de meio x concentracdes de sacarose).

Os mesmos meios de cultura (tratamentos) utilizados para a germinacao in vitro
serdo mantidos para avaliar o crescimento inicial in vitro de microbrotos, sendo as
avaliacOes realizadas apds 90 dias. As avaliacdes consistirdo em: comprimento da parte
aérea e radicular; nimero de raizes adventicias; massa fresca e seca da plantula.

Os experimentos serdo organizados em delineamento inteiramente casualizado,
com seis repeticbes por tratamento. Cada repeticdo constituiu-se de um frasco com

trinta plantulas.



6.3 Inducéo de estruturas semelhantes a protocormos (ESPs) via tTCL

Os experimentos de indugcdo de ESPs em Oncidium nanum Lindl. e Brassia

chloroleuca Barb.Rodr. serdo realizadas através da técnica denominada “transversal thin
cell layer (tTCL)”, a qual consiste no seccionamento fino (2 mm) transversal com
auxilio de bisturi em folhas (regido basal, mediana e apical) e protocormos
desenvolvidos in vitro. O seccionamento serd realizado em cAmara de fluxo laminar, em
Placas de Petri esterilizadas contendo solucéo de polivinilpirrolidona (PVP) a 1%.
Para a obtencéo de folhas, sementes serdo desinfetadas (conforme descrigdo no item 2) e
inoculadas para germinagdo in vitro em meio de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), suplementada com 30 g.L™ de sacarose e 2,5 g.L™ de Phytagel®. Ap6s
120 dias, as folhas da base serdo removidas para o0 seccionamento. Para a obtencdo de
protocormos, sementes germinadas in vitro apos 30 dias desenvolverdo os protocormos,
0S quais serdo seccionados transversalmente.

As seccdes finas transversais serdo inoculadas em placas de petri contendo 10 mL
de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com
thidiazuron (TDZ) nas concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 mg.L™, de &cido
naftalenoacético (ANA) a 1,0 mg.L™?, 30 g.L™ de sacarose, 2,5 g.L™ de Phytagel®, e 0,5
g.L" de carvdo ativado. As culturas serdo mantidas por 30 dias no escuro, e
posteriormente, transferidas para a luz em sala de crescimento com intensidade de 60
Omol.m?.s™ de fétons, fotoperiodo de 16h, e temperatura de 23 + 2 °C. Os meios de
cultura terdo o pH ajustados com NaOH e HCI (0,1 N) para 5,8 antes da autoclavagem a
121 °C e 1,06 kg.cm™ por 15 min.

Sera utilizado delineamento completamente casualizado com 20 tratamentos em
esquema fatorial 5 x 4 (concentracdes X tipos de explantes). Para cada tratamento serdo
realizadas seis repeticOes, e cada repeticdo sera composta por duas placas contendo dez
seccOes transversais finas. As avaliacdes serdo realizadas apos 60 dias de cultivo,

consistindo no percentual de formacao de ESPs, e nimero de ESPs por explante.

6.4 Regeneracao e crescimento de plantulas
As estruturas semelhantes a protocormos (ESPs) induzidas de Brassia chloroleuca
Barb.Rodr. serdo transferidas para frascos de vidro (268 mL) contendo 30 mL de meio
de regeneracdo de plantulas composto por sais de MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), suplementado com 0; 0,5; 1,0 mg.L™ de ANA, 30 g.L™" de sacarose, 50 mg.L™



4gua de coco, 0,5 g.L™ de carvéo ativado, e 2,5 g.L™ de Phytagel®. As culturas seréo
mantidas em sala de crescimento com intensidade de 60 [Omolm?.s™ de fétons,
fotoperiodo de 16h, e temperatura de 23 + 2 °C. Os meios de cultura terdo o pH
ajustados com NaOH e HCI (0,1 N) para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C e 1,06
kg.cm? por 15 min. Seré utilizado delineamento completamente casualizado, com seis
repeticOes, e cada repeticdo serd composta por dois frascos contendo dez plantulas cada.
Apos 90 dias, serdo avaliados o comprimento da parte aérea, nimero de folhas, nimero
de raizes regeneradas, comprimento das raizes. Os dados obtidos serdo analisados
através da ANOVA com separacdo de médias pelo teste de Tukey, utilizando o
programa Assistat 7.0.

7. RESULTADOS ESPERADOS

Os dados obtidos com os experimentos propostos possibilitardo a propagagdo em
larga escala através da rota de embriogénese somatica da orquidea Brassia
chloroleuca, bem como, fornecerdo um protocolo para possivel uso em biofabricas,
considerando ser uma espécie ja utilizada no mercado de plantas ornamentais do
sudeste brasileiro. A utilizacdo de protocolos de producdo, em larga escala, em
biofabricas possibilita atender as demandas do mercado consumidor, auxiliando na
reducdo da extracdo de individuos dos ambientes naturais. Os estudos de propagacdo
in vitro de Brassia chloroleuca também fornecerdo subsidios para estudos de
conservacao in vitro de germoplasma.

8. CRONOGRAMA

CRONOGRAMA DO PROJETO (2015/2016)

Atividades MES ou NUMERO DE MESES
Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
Germinacéo e
Crescimento inicial
X | X | X
Indugdo de ESPs via
tTCL X | X | X | X | X | X X | X
Regeneracgéo de
plantulas X | X X X | X | X
Andlise de dados X | X | X | X | X X | X | X
Elaborag&o de resumos
e artigos X
cientificos X X X | X | X | X
Elaboragdo do relatério
técnico final X | X




9. ORCAMENTO

Descricéo Qtdade. | Valor Unitario Valor total (R$)
(un.) (R$)
MATERIAL PERMANENTE
Camara de fluxo laminar 1 15.000,00 15.000,00
Autoclave vertical (100 L) 1 5.000,00 5.000,00
Destilador de 4gua 1 1.500,00 1.500,00
Medidor de pH digital 1 1.000,00 1.000,00
Agitador magnético 1 300,00 300,00
Subtotal 22.800,00
MATERIAL DE CONSUMO
Frascos de vidro com tampa 1000 3,00 3.000,00
Placas de Petri 500 4,00 2.000,00
Lampadas fluorescentes 20W (cultivo) 10 30,00 300,00
Vasos plasticos (2L) 100 5,00 500,00
Substrato Plantmax® 4 150,00 600,00
Phytagel® 4 500,00 2.000,00
Etanol absoluto (1L) 1 31,70 31,70
Hipoclorito de sédio (1L) 1 32,80 32,80
Nitrato de amonia (500g) 1 70,00 70,00
Nitrato de potassio (5009) 1 64,80 64,80
Cloreto de célcio dihidratado (1000g) 1 32,92 32,92
Fosfato de potassio (1000g) 1 42,84 42,84
Sulfato de magnésio heptahidratado (1000g) 1 20,09 20,09
Sédio EDTA dihidratado (5009) 1 40,00 40,00
Sulfato de ferro heptahidratado (1000g) 1 24,91 24,91
Sulfato de manganés monohidratado (1000g) 1 44,49 44,49
Sulfato de zinco heptahidratado (1000g) 1 59,33 59,33
Sulfato de potassio (1000g) 1 35,36 35,36
Sulfato de amdnio (1000g) 1 33,49 33,49
Nitrato de célcio tetrahidratado (5009) 1 60,00 60,00
Acido bérico (1000g) 1 36,20 36,20
lodeto de potéssio (5009) 1 288,00 288,00
Sulfato de cobre pentahidratado (1000g) 1 37,45 37,45
Molibdato de sédio dihidratado (500g) 1 178,92 178,92
Cloreto de cobalto hexahidratado (2509) 1 122,40 122,40
Tiamina (25g) 1 80,00 80,00
Piridoxina (25g) 1 70,00 70,00
Acido nicotinico (500g) 1 168,07 168,07
Glicina (259) 1 80,00 80,00
Inositol (5009) 1 182,44 182,44
Pantotenato de calcio (25g) 1 90,00 90,00
Biotina (25g) 1 80,00 80,00
Sacarose (1000g) 1 18,19 18,19
Agar (100g) 1 238,00 238,00
Carvéo ativado (500g) 1 192,00 192,00
Subtotal 10.854,40
TOTAL GERAL 33.654,40
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